





































Abstract:  The  aim  of  this  study  was  to  develop  a  phytocosmetic  sunscreen  emulsion  with 
antioxidant effect, containing a blend of flavonoid‐enriched plant extracts. In vitro sun protection 
factor, antioxidant activity, skin irritation, photostability, cutaneous permeation, and retention of 
flavonoids were  evaluated. Thermodynamically  stable  emulsions were  obtained  and  tested  for 
sensorial analysis after loading the blend of extracts. The selected emulsion was stable when stored 
at low temperatures (5 C), for which after 120 days the concentration of quercetin and rutin were 
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physical  and/or  chemical  filters.  Chemical  filters  are  known  to  cause  allergic  reactions,  contact 
sensitivity,  vitamin  D  deficiency,  photogenotoxicity,  among  other  disorders  [5–9].  Potential 
endocrine  disruptors  of  typical  UV  filters  include  benzophenones,  camphor  derivatives,  and 
cinnamate derivatives [10]. The use of natural ingredients aiming at reducing the skin damage and 
irritation caused by sunscreens has been increased [11]. Plant materials with ability to absorb or block 
UV  radiation  have  been  extensively  studied  in  the  development  of  sunscreen  products  against 
harmful solar radiation [11]. Amongst several examples, phenolic compounds (such as flavonoids) 
are playing a  leading role as  they can absorb UV rays, especially UVA and UVB,  in wavelengths 
between 200 nm and 400 nm [12]. 




The development of a suitable  formulation  requires  the confirmation of  the physicochemical 




Cutaneous  retention  versus permeation  of  sunscreen  components  through  the  skin  are  also 
subject  of  consideration  because  these  products  should  remain  onto  the  skin  surface  and  no 
absorption should occur,  thereby ensuring product efficacy and safety  [19]. Sun  filters should not 

























dimethylthiazol‐2‐yl)‐2,5‐diphenyltetrazolium  bromide,  thiazolyl  blue  tetrazolium  bromide]  by 
Sigma‐Aldrich (São Paulo, Brazil). Phosphate buffered  saline  and  sodium dodecyl  sulphate were 
provided by Gibco  (Waltham, MA, USA). Quercetin  (93.3% of purity) and rutin  (97.3% of purity) 
analytical standards by Acros (Itu, Brazil).   
2.2. Development of o/w Emulsions and Stability Study 



















F1  F2  F3  F4  F5  F6  F7  F8  F9 
Tribehenin  5.0  6.0  5.0  6.0  ‐  ‐  8.0  8.0  ‐ 
Sorbitan stearate and sucrose cocoate  8.0  8.0  8.0  8.0  8.0  8.0  ‐  ‐  8.0 
Sucrose  palmitate  glyceryl  stearate 
and  glyceryl  stearate  citrate  and 
sucrose  and  manna  and  xanthan 
gum 
5.0  5.0  3.0  3.0  5.0  2.0  5.0  2.0  0.5 
Caprylic and capric triglyceride  2.0  2.0  2.0  2.0  2.0  2.0  2.0  2.0  2.0 
Hydrolyzed wheat protein and PVP 
cross‐polymer  3.0  3.0  5.0  5.0  3.0  2.0  3.0  2.0  2.0 
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Persea gratissima (Avocado) oil  0.5  0.5  0.5  0.5  0.5  0.5  0.5  0.5  0.5 
Phenoxyethanol  0.5  0.5  0.5  0.5  0.5  0.5  0.5  0.5  0.5 
Glycerin  3.0  3.0  3.0  3.0  3.0  3.0  3.0  3.0  3.0 
Talc  1.0  1.0  1.0  1.0  1.0  1.0  1.5  1.5  1.5 
Aqua    72.0  71.0  72.0  71.0  77.0  81.0  76.5  80.5  82.0 
2.3. Sensorial Analysis   
Emulsions with better outcomes  from  the  stability  tests were  subjected  to  sensorial analysis 
(number:  59552216.3.0000.5404—approved  by  the  Ethics Committee  of University  of Campinas), 
using  the  sensory  difference  and  preference  tests  [23]. After  signing  the  informed  consent,  fifty 
volunteers (37 women and 13 men) aged between 20 and 50 years old have selected the test emulsions 
randomly. Volunteers were given  0.1 g of  the produced  emulsion  to be  evaluated  for  the  speed 
absorption, residual fatty sensorial, speed drying, stickiness, spreading, and dry touch, rating each 













Germany). Quercetin  (50 μg/mL) and  rutin  (500 μg/mL) of analytical standard were analyzed by 
HPLC  for  comparison. Samples  (5  μL) were  injected  in HPLC‐DAD  (Agilent, Technologies  1250 






plant extract) were diluted  in distilled water  (1:500; w/w), and 1 mL of samples was  subjected  to 













The  textural  analysis  was  performed  in  a  texturometer  (Stable  Micro  Systems  TA‐XT2i, 
Godalming, UK), using compression mode. Penetration test was carried out in triplicate at 3 mm/s 
and applying 0.05 N. A  cylindrical probe  (SMS P/1R) was used and parameters  such as  rupture 
strength (G), adhesiveness (g.sec) and brittleness (mm) were determined. A load cell of 5 kg was used.   






















(TG)  analyses, both  carried out  in  triplicate. Approximately  10 mg of  sample were placed  in  an 
aluminum straw for DSC analysis (Mettler DSC 823e System, Mettler Toledo, Spain), at a heating rate 

























For  the  in vitro antioxidant activity, DPPH  radical was used. One gram of  formulation was 
diluted in 10 mL of isopropanol. A volume of 2.5 mL of this solution was placed in the test tubes and 
then 2.5 mL of 0.004% DPPH solution (w/v) in ethanol was added. The reaction was carried out for 30 
min  stored under  light protection. Analysis was  also performed  for  quercetin  as  an  antioxidant 
standard at concentrations 0.25, 0.5, 1.0, 1.75, and 2.5 μg/mL. Ethanol was used as blank for maximal 
absorbance  determination  at  513  nm.  In  the  presence  of  DPPH  radical  scavengers,  absorbance 
intensity decreased,  and  the percentage  of  inhibition  (%  Inhibition) was  calculated  according  to 
Socorro et al. [44]. 
2.12. Skin Permeation 


























of  human‐derived  epidermal  keratinocytes,  according  to  the  Test  Guideline  number  439  by 
Organisation  for Economic Co‐operation and Development  (OECD) Guidelines  for  the Testing of 
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Chemicals  [47].  Formulations with  extracts were dosed  topically  in  a  3D Reconstructed Human 
Tissue model, for 42 min. After 42 h post‐treatment incubation period, the tissue sample was placed 
in MTT  [3‐(4,5‐Dimethylthiazol‐2‐yl)‐2,5‐diphenyltetrazolium bromide, Thiazolyl blue  tetrazolium 
bromide]  (Sigma‐Aldrich,  São  Paulo,  Brazil)  solution  at  1  mg/mL  for  3  h.  The  blue  formazan 
concentration formed in viable cells was measured at 570 nm using spectrophotometer (Versamax, 
Molecular Devices, São Paulo, Brazil). To evaluate the reliability of the assay, SkinEthicTM RHE (1% 
Triton  X‐100) was  used. Negative  (phosphate  buffered  saline)  (Gibco Waltham, MA, USA)  and 
positive controls  (5% aqueous sodium dodecyl sulphate)  (Gibco Waltham, MA, USA) were used. 

























Effective  and discriminative methods  are  the most used  approaches  in  sensorial  analysis  in 
cosmetic  industries  [24,25,56–58],  and  thus  they  were  used  in  this  study.  In  effective  method, 
volunteers graded formulations from 0 to 9.   
Sample F9 exhibited the best outcome, with 6.8 ± 1.7 grade, followed by F6 (6.7 ± 1.7), F5 (6.1 ± 
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Phytocosmetic produced  from F9  loading  flavonoid‐enriched plant extracts was shown  to be 
creamy, with a shiny appearance, yellowish color, and a characteristic odor. The sample presented a 
pH value compatible with the skin (i.e., 6.80 ± 0.11), density close to 1 g/mL (i.e., 0.96 ± 0.01 g/mL, 
which  translates  low amount of air  incorporated  in  the  formulation during  its preparation), and 





































values  were  of  6.84,  23.34,  and  57.25  μm,  respectively  (p  <  0.05).  Furthermore,  samples  were 
monodispersed, with  a  constant  profile  of  droplet  size  distribution  thereby  limiting  the  risk  of 
coalescence. This result suggests enhanced stability of the phytocosmetic, i.e., the loading of plant 
extract did not induce significant size distribution changes. 












Plain emulsion  3.62 ± 1.31  19.05 ± 0.76  –50.18 ± 0.63  633.26 ± 0.11 
Phytocosmetic  3.07 ± 0.33  16.57 ± 2.90  –43.01 ± 2.53  487.08 ± 0.15 
The values of rupture strength, brittleness, and firmness recorded for the phytocosmetic and for 
the base  formulation were  significantly different  (p > 0.05). This decrease observed  in  the values 
recorded for the phytocosmetic was attributed to the presence of the extract, which contributed to 
make  the  product  texture  lighter.  Topical  formulations  should  exhibit  acceptable  mechanical 
characteristics, such as easy application and suitable adhesiveness, enabling skin adhesion. In this 
study, both tested formulations presented desirable parameters for the application of a product onto 
the  skin  surface,  such  as  low  rupture  strength  and  adhesiveness,  and  higher  brittleness  values. 
Nevertheless,  formulations  showed high  firmness due  to  the use of polymeric‐based oil‐in‐water 
emulsifier. This result was similar to that reported by Tai et al. [68] in an anti‐inflammatory cream. 
Although  the  latter  had  high  firmness,  emulsifiers  containing  polymers  can  enhance  product 
stability. 
















Pa  for 45  s  for  fluency, 70 Pa  for 60  s  for  resting 7 Pa  for 100 s  for  relaxation  (b); amplitude and 
frequency sweep tests (c and d) of phytocosmetic. 
As  observed,  the material  has  a  gel‐like  (G’  > G’’)  behavior  at  small  strain  values. Then,  a 
transition to the liquid‐like (G’ < G’’) behavior is observed at a strain of approximately 10%, which 
also guarantees that the material can easily flow on the skin. On the other hand,  in the frequency 






to  the  presence  of  endothermic  events  at  approximately  52  C  (stage  1)  and  115  C  (stage  2), 
demonstrating loss of water and volatilization of other emulsions components [70]. 

















Similar  results were  found by Daneluti et al.  [70],  in which after  thermogravimetric analysis 

















Plain emulsion  87.89  86.64  167.83  3.94  278.22  4.21 






a  critical  wavelength  of  387.0  nm  and  UVA/UVB  rate  of  0.78,  confirming  that  the  developed 
formulation shows capacity for UVA/UVB protection, protecting skin against damages caused by UV 
radiation [29,72]. These in vitro methods are preliminary assays; even though formulation presented 
FPS  value  above  2.0  required  by  the  Food  and Drug Administration  (FDA)  in  vivo  assay  [73], 
interaction  between product  and  skin  has  not  been performed. Besides  that,  to  limit  the  risk  of 












al.  [36],  in  which  cosmetic  containing  carotenoid  exhibited  a  19.51%  of  inhibition.  Results  of 
antioxidant activity were lower than single extracts against DPPH (IC50 of 174.51 ± 1.1 μg/mL to D. 
molli Benth; 8.12 ± 0.8 μg/mL to G. biloba L.; 281.02 ± 1.0 μg/mL to R. graveolens L.; 296.90 ± 1.2 μg/mL 
to V. vinifera L., and 28.73 ± 0.7 μg/mL  to mix sample)  (data not shown). These  results  indicate a 
promising  antioxidant  ability  that  could  aggregate  anti‐aging property  to  the  formulation,  since 
























after  90 min  of  irradiation  (loss  of  13.04%).  Thus,  the  product  can  be  considered  photostable. 
According to Hojerova et al. [82], the protocol considers that a formulation can lose up to 20% of the 
SPF after being  subjected  to artificial UV  radiation. That was an  expected  result  for  the  formula 
containing antioxidant materials such as flavonoids. 
Studies  performed  by  Jarzycka  et  al.  [83]  and  Choquenet  et  al.  [84]  found  similar  results, 
reporting that quercetin is capable to reduce the photodegradation of chemical sun filters without 
any changes in the effectiveness of the formulation [85,86]. 
In vitro  skin  irritation  test describes an  in vitro procedure  that may be used  for  the hazard 
identification  of  irritant  products,  as  described  by  the  UN  Globally  Harmonized  System  of 
Classification  and  Labelling  (GHS)  Category  2.  According  Kandarova  et  al.  [87],  a  modified 
reconstructed human epidermis skin  irritation  test has  the potential  to address  the skin  irritation 








These  results were  according  to  cell viability  assay performed  for  the  extracts,  in which  all 
extracts  isolated and mixed  (200 μg/mL) reduced HaCat cell viability  to  less  than 50% by  in vitro 
assay (data not shown). 
4. Conclusions 
Our  flavonoid‐enriched  emulsion  (phytocosmetic)  exhibited  stability  when  stored  at  low 
temperatures. Properties,  such  as high  spreadibility,  low  rupture  strength  and  adhesiveness  and 
higher brittleness, shear shinning and viscoelastic behaviors, were suitable for topical application. It 
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